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摘要 : 活体 微 注射 测定 结果 表明 ,将 0.5 SEE DÀ E venom reservoir equivalent，VRE) 的 蝶 晴 金 小 蜂 毒 液 注射 于 其 寄主 菜 粉 蝶 师 
体内 ,注射 后 4~ 24 h 寄主 桨 血细胞 和 颗粒 血细胞 的 延展 .存活 和 对 Sephadex A-50 ARAA 3€ 86 7J EA TF P; 以 0.002 ~ 0.02 
VRE/uL 的 该 蜂 毒液 处 理 其 离 体 寄主 血细胞 均 能 产生 同样 的 生理 效应 。 该 毒液 抑制 90% 菜 粉 蝶 晴 桨 血细胞 和 颗粒 血细胞 延 
展 的 浓度 各 为 0.00076 VRE/uL 和 0.00804 VRE/pL。 可 见 , 蝶 肾 金 小 蜂 毒 液 能 显著 抑制 其 寄主 血细胞 的 延展 和 人 包 计 作用 ,并 导 
致 血细胞 的 死亡 。 然 而 , 同样 条 件 下 丽 蝇 晴 集 金 小 蜂 毒 液 对 其 非 自 然 寄 主 菜 粉 蝶 晴 的 血细胞 延展 .存活 和 包 襄 作用 则 无 任何 
效应 。 可 见 , 寄 生 蜂 毒液 的 生理 作用 具有 明显 的 寄主 特异 性 。 
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Effects of venom from two pteromalid wasps Pteromalus puparum and Nasonia 
vitripennis ( Hymenoptera: Pteromalidae ) on the spreading. viability and 


encapsulation capacity of Pieris rapae hemocytes 

ZHANG Zhong» YE Gong-Yin* . HU Cui (Institute of Applied Entomology» Zhejiang University: Hangzhou 310029, 
China? 

Abstract: The effects on host hemocytes with the microinjection with venom from an endoparasitoid» Pteromalus puparum 
(Hymenoptera: Pteromalidae? into its host pupae of Pieris rapae (Lepidoptera: Pieridae) in vivo were bioassayed. The 
results indicated that the venom at the dose of 0.5 venom reservoir equivalent C VRE? per host pupa was enough to 
significantly reduce the spreading and viability of host plasmatocytes and granular cells as well as the capability of host 
hemocytes to encapsulate Sephadex A-50 beads at 4 h and 24 h after injection. The same physiological effects were 
performed by the venom at the dose ranging from 0.002 to 0.02 VRE/uL as P. rapae hemocytes were incubated with the 
venom of this parasitoid in vivo. The concentrations of the venom to inhibit 90% plasmatocytes and granular cells of P. 
rapae were 0.00076 VRE/uL and 0.00804 VRE/uL: respectively. The medium concentrations of the venom to inhibit 
encapsulation capacity of P. rapae hemocytes in vivo and in vitro were 0.0425 VRE/pupa and 0.00007 VRE/uL: 
respectively. Thus: it is clear that P. puparum venom has the physiological function of markedly inhibiting the spreading 
and encapsulation capacity of its host hemocytes and resulting in the death of its host hemocytes. In contrast: the venom 
from Nasonia vitripennis (Hymenoptera: Pteromalidae)» an ectoparasitoid that does not parasitize P. rapae in nature: 
did not appear to have any effect on P. rapae hemocytes either in vivo or in vitro under the same conditions as that of 
the experiments with P. puparum venom. These findings suggest that the physiological effect of the venom from a defined 
species against insect target hemocytes has its host specificity. 
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寄生 蜂 突破 寄主 免疫 的 策略 有 主动 抑制 和 被 动 
DERE AEPA INC Strand and Peach. 1995). 2) 4 fil 
涉及 的 因子 主要 包括 肉 蜂 产 狼 过程 中 分 泌 的 毒液 、 
多 分 DNA 病毒 .类 病毒 颗粒 、. 卵 梨 重 白 , 以 及 胚胎 发 
育 过 程 产生 畸形 细胞 和 幼虫 分 泥 物 等 (Dahlman et 
al.» 1990: Vinson» 1990: Fleming: 1992: Asgari and 
Schmidt. 1994: Jones. 1996: Luckhart and Webb: 
1996: Beckage. 1998; Vinson et al.» 1998; ISRAI 
IÆ, 1998: Kinuthia et a1.» 1999: Shelby and Webb; 
1999; RAKS, 2000; 尹 丽 红 等 ，2001); 被 动 逃 避 
过 程 中 ,寄生 蜂 可 选择 产 卵 于 寄主 血细胞 不 能 抵达 
的 部 位 或 寄主 组 织 内 (Kraaijeveld and van Alphen; 
1994; Eslin and Prévost，2000), 或 者 通过 旷 表 面 的 分 
子 拟态 来 逃避 寄主 的 免疫 反应 (Davies and Vinson» 
1986; Asgari and Schmidt. 1994; 
Yazaki» 1997; Asgari et al.» 1998; Kinuthia et al.; 
1999; Hu et al.，2003)。 就 某 一 特定 寄生 蜂 及 其 寄 
主 而 言 , 寄 生 蜂 所 采用 的 策略 或 涉及 的 主动 抑制 因 
子 是 因 其 种 类 而 异 。 迄 今 ,虽然 这 方面 已 有 许多 研 
究 , 但 就 寄生 蜂 类 和 群 来 看 主要 限于 姬 蜂 科 和 草 蜂 科 ， 
寄生 的 寄主 虫 态 主要 为 卵 或 幼虫 期 , 而 有 关 其 他 科 
的 或 晴 期 寄生 蜂 则 研究 很 少 。 为 此 , 近年 我 们 特 选 
择 隶 属 金 小 蜂 科 的 蝶 晴 金 小 蜂 Pteromalus puparum 
及 其 寄主 菜 粉 蝶 Pieris rapae 师 为 模式 系统 ,就 该 内 
寄生 蜂 如 何 突破 其 寄主 免疫 开展 了 系列 研究 , 现 已 
探 明 了 该 蜂 寄生 或 假 寄 生 (pseudoparasitism ) 对 寄主 
I8 HL 2H px Ej mI 3E PE SR Eo E CER E. 2000. 
2001)、 体 液 免 疫 (Cai et al.，2001) 的 影响 程度 , 并 通 
过 假 寄 生 初 步 推定 该 蜂 毒 液 是 其 主动 抑制 寄主 旺 血 
细胞 免疫 的 主要 因子 ( 蔡 峻 等 ,2002)。 在 此 基础 
上 ,我 们 以 即 一 隶属 金 小 蜂 科 的 外 寄生 蜂 , 即 丽 蝇 晴 
集 金 小 蜂 Nasonia vitripennis 的 毒液 为 参照 ,通过 活 
体 微 注射 和 离 体 培养 处 理 方法 ,系统 测定 了 蝶 师 金 
小 蜂 毒 液 对 其 寄主 血细胞 延展 、 存 活 和 包 守 能 力 的 
影响 , 以 进一步 考证 该 蜂 毒 液 的 生理 功能 


1 材料 与 方法 


1.3. 供 试 虫 源 

菜 粉 蝶 和 蝶 晴 金 小 蜂 均 有 上 自 杭 州 市 郊区 ,并 在 
实验 室内 续 代 饲养 。 菜 粉 蝶 成 虫 置 室外 放 有 盆栽 甘 
ENAA m 80 HEDRE m x2 m x3 
m) 内 产 卵 , SET HdEnE Hr EEG. h REMER 
蓝 上 取 食 ,3 龄 时 收集 到 人 工 气 候 室 《25 + 1%C，14L: 


Hayakawa and 


10D) 内 继续 以 甘蓝 叶片 饲养 , 直至 化 肾 。 所 用 甘蓝 
及 其 叶片 均 为 移 栽 或 采 自 不 用 任何 化 学 农药 的 网 室 
大 棚 内 。 

蝶 师 金 小 蜂 始终 饲养 保育 于 人 工 气 候 室 (25 + 
1C. 14L: 10D2 A. IJE, 1 1:2 的 雌雄 比 转移 至 
URS —- E&38 20% 蜂蜜 水 的 脱脂 棉 球 的 “子弹 型 ” 
大 玻 管 中 , 管 口 扎 以 纱布 , 任 其 取 食 .交配 ,2 天 后 用 
于 接 蜂 。 接 蜂 时 , 先 把 化 晴 12 h 内 的 菜 粉 蝶 晴 放 入 
1.8 cm x 8.2 em 的 指 形 管内 ,每 管 1 头 , 然 后 接 入 
羽化 后 2 天 且 已 集中 交配 过 的 肉 蜂 1 A, 以 棉花 塞 


LH ,观察 并 标记 被 寄生 的 晴 , 待 子 蜂 羽化 。 收 集 雌 成 
蜂 , 供 毒 液 提 取 用 。 
丽 量 旺 集 金 小 蜂 目 室 外 诱 集 而 得 , DUE FE PUR 


WE Boettcherisca peregrina 为 寄主 繁育 。 将 室内 饲养 
的 化 晴 3 RA BS Ee I Rb CSS T 500 mL 的 玻 
JEHKE CARP. EM 50 头 左右 ,移入 集中 交配 过 的 丽 
bd Se^] ERE 30 A, 寄生 24 h 后 ,去 除 寄 生 蜂 ,被 
寄生 的 蝇 晴 置 上 述 同 样 的 人 工 气 候 室 内 保育 , 待 子 
蜂 羽 化 。 寄 生 后 约 2 周 左右 收集 羽化 的 雌 成 蜂 , 供 
毒液 提取 用 。 
1.2 ”毒液 提取 

参照 Richard 和 Parkinson 2000277 1X. . E] 
3 HERE E Olympus AEH GE P. HRUE EDU ERR 
B. HC P SESESE BURG BUS EAR TBS 缓冲 液 
(50 mmol/L Tris: 307 mmol/L NaCl. 1 mol/L HCl 调节 
pH £ 7.42 f] Eppendorf A DEP. IKE FPE JA, 
T 4C F EÀ 10 000 r/min 离心 10 min, 取 上 清 液 , 即 得 
毒液 粗 提 液 。 然 后 , 以 TBS 缓冲 液 调 节 毒 液 浓度 ， 
使 每 2 uL TES 缓冲 液 中 所 含 毒 液 量 分 别 相当 于 
0.5.1.2.4 40 5 TER, 并 各 记 作 0.5、1、2.4 和 5 毒 
3£ "4 E (venom reservoir equivalent，VER)。 最 后 , & 
-70% 保存 备 用 或 立即 用 于 实验 。 
1.3 毒液 对 寄主 血细胞 延展 和 存活 影响 的 测定 
1.3.1 活体 血细胞 : 以 Eppendorf 显 微 注 射 器 将 2 
uL 0.5 VRE 的 毒液 分 别 单 头 微 注 射 于 化 晴 后 1 
天 的 30 头 菜 粉 蝶 晴 内 ,并 置 27% 细 胞 培养 箱 内 保 
育 。 设 注射 2 uL TBS 缓冲 液 为 对 照 。 于 注射 后 4h 
$1 24 h, Bt 10 uL ILI PAST. Nikon 倒置 显微镜 下 观察 
统计 延展 和 未 延展 的 浆 血 细胞 和 颗粒 血细胞 的 数 
量 , 浆 血 细胞 变 为 梭 形 或 其 他 不 规则 形状 计数 为 延 
展 ,颗粒 血细胞 以 细胞 伸 出 伪 足 计数 为 延展 , 两 种 细 
胞 均 以 圆 形 计 数 为 非 延 展 , 浆 血细胞 和 颗粒 血细胞 
的 区 分 参照 Gupta C 19790 KIPRE: AE 10 uL. 血 淋 巴 
与 等 体积 0.04% KIA BE C trypan blue? TE S B s 
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0.04 g Y&-T- 100 mL 生理 盐水 中 7? 混 匀 ,10 min 后 以 血 
球 计数 板 于 Olympus 相差 显微镜 下 观察 统计 染 成 蓝 
色 ( 和 死亡) 和 未 被 染色 (存活 ?的 浆 血 细胞 和 颗粒 血 细 
胞 的 数量 , 计算 血细胞 存活 率 。 

1.3.2. 离 体 血细胞 : 用 75 狗 酒 精 消 毒化 师 后 1 天 
的 菜 粉 虹 师 体 表 ,于 无 菌 操作 台 内 采集 血 淋 巴 , 置 于 
b EAE KA Eppendorf 离心 管 中 , 再 各 取 50 
起 分 别 加 到 每 孔 含 200 uL 的 TC100 昆虫 细胞 培养 
ACE 10% 胎 牛 血 清 ) 的 48 也 细胞 培养 板 的 各 孔 穴 
中 。 然 后 ,将 不 同 浓度 的 毒液 提取 液 按 2 uL 的 量 分 
别 加 入 3 个 不 同 孔 穴 中 ,使 有 关 孔 穴 中 毒液 剂量 分 
别 调 至 为 0.002. 0.004. 0.008. 0.016 和 0.02 VRE/ 
uL. UU 2 uL TBS 绥 冲 液 为 对 照 。 接 着 , E 27C 
细胞 培养 箱 中 培养 ,并 分 别 于 4 h 和 24 h JAA Nikon 
倒置 显微镜 下 任 选 3 个 视野 观察 统计 各 处 理 孔 穴 中 
延展 和 未 延展 的 浆 血 细胞 和 颗粒 血细胞 的 数量 , 并 
计算 2 种 血细胞 的 延展 率 和 延展 抑制 率 。 延 展 率 
(95) = 延展 的 某 种 血细胞 数量 /该 种 血细胞 的 总 数 
E x 100; 延展 抑制 率 (% ) = 《对照 组 某 种 血细胞 的 
延展 率 - 某 剂量 毒液 处 理 后 该 种 血细胞 延展 率 /对 
照 组 该 种 血细胞 的 延展 率 x 100。 同 时 , 以 Eppendorf 
微量 移 液 器 吸出 各 处 理 孔 穴 中 的 血细胞 悬浮 液 , 加 
等 体积 的 0.04 儿 人 台 盼 蓝 溶液 混 匀 , 按 1.3.1 节 方 法 
观察 浆 血 细胞 和 颗粒 血细胞 的 存活 情况 。 

1.4 毒液 对 寡 主 血细胞 包 圳 作用 影响 的 测定 
1.4.1 活体 血细胞 : 分 别 在 含 0.5、1、2、4 和 5 VRE 
的 2 tL 毒液 粗 提 液 中 加 入 Sephadex A-50 微 珠 ,使 微 
珠 含量 为 5 粒 /nL。 骨 参照 1.3.1 节 方 法 分 别 将 含 
不 同 毒 赛 当 量 的 微 珠 -毒液 混合 物 微 注射 于 菜 粉 蝶 
肾 体 内 ,每 处 理 注射 10 头 。 同 时 设 注射 含 $ ML 
Sephadex A-50 珠 的 TBS 缓冲 液 为 对 照 。 注 射 后 4b 
和 24h 目 各 处 理 分 别 取 5 SEHE AE SU. S Leica 倒置 
显微镜 下 观察 统计 Sephadex A-50 IRR GL SE BTE 
度 及 不 同 包 夫 程度 的 微 珠 个 数 。 根 据 Sephadex A-50 
微 珠 表面 和 覆盖 的 血细胞 量 及 包 赛 层 厚 度 , 将 包 赛 程 
度 分 为 5 级 ( 详 见 图 5 所 示 )。 按 照 不 同 包 赛 级 别 的 
微 珠 个 数 , 计算 各 处 理 的 包 赛 指数 和 包 赛 抑制 率 。 
DRH CY) 2 L2 GE — LE CR x ZARRAK 
Sephadex A-50 微 珠 数目 CSephadex A-50 微 珠 的 总 
Z6 x52]x100. tdm SE Coo) 2 OSF RS 28 9 3€ 18 
数 - RREEZH AR JE 6] RRLZR E 3E TEC x 100。 每 
处 理 均 重复 3 次 。 

1.4.2. 离 体 血细胞 : 参照 1.3.2 节 方 法 将 菜 粉 蝶 师 
血细胞 加 入 含 TC100 昆 忠 细胞 塔 养 液 的 48 FLA E 


培养 板 孔 穴 中 ;再 将 不 同 浓度 的 毒液 提取 液 按 2 uL 
的 量 分 别 加 入 3 个 不 同 孔 穴 中 ,使 有 关 孔 穴 中 毒液 
放量 分 别 调 至 为 0.002、0.004、0.008、0.016 和 0.02 
VRE/uL: 最 后 在 每 个 孔 穴 中 加 入 10 XE Sephadex A-50 
微 珠 , 置 27 人 细胞 培养 箱 中 培育 。 同 时 设 加 2 uL 
TBS 和 10 Y& Sephadex A-50 微 珠 的 作对 照 。 培 拳 、 处 
理 4h 和 24h 后 ,参照 1.4.1 节 方法 置 Leica 倒置 显 
微 镜 下 观察 统计 各 处 理 孔 穴 中 不 同 包 守 级 别 的 
Sephadex A-50 微 珠 粒 数 ,计算 包 塞 指数 和 包 守 抑制 


2 ”结果 与 分 析 


2.1 毒液 对 寄主 血细胞 延展 和 存活 的 影响 
2.1.1 活体 血细胞 : 蝶 晴 金 小 蜂 毒 液 能 明显 抑制 
其 寄主 菜 粉 蝶 晴 血细胞 延展 ,并 明显 导致 血细胞 死 
È. 2334 0.5 VRE 的 毒液 微 注 射 于 寄主 体内 4 h 和 
2A h 后 ,寄主 浆 血 细胞 ( 严 = 130.394. P «10 DR 
粒 血 细胞 (= 869.411，P < 10“) 的 延展 率 , 以 及 颗 
Ta iin Zn Rufe de AE m E IK TON RRCF 227.59. P = 
0.00040C El 1: A; B,D), 浆 血细胞 的 存活 率 于 注射 
后 24 h 也 显著 低 于 对 照 (F 232.628. P = 0.005) 
《图 1: C)。 然 而 , 丽 量 晴 集 金 小 蜂 毒 液 对 其 非 目 然 
寄主 菜 粉 蝶 师 浆 血 细胞 ( 严 =0.028，PE 20.871280 
粒 血 细胞 ( 严 =0.331，P = 0.578) 的 延展 ,及 浆 血 细 
BCF = 0.029，P = 0.868) 和 颗粒 血细胞 (FF = 
1.244. 已 =0.291) 的 存活 则 均 无 亚 才 影响 (图 1: A 
~ D). 
2.1.2 离 体 血细胞 : AARET. RN 
血细胞 和 颗粒 血细胞 未 经 其 自然 寄生 蜂 暴 晴 金 小 蜂 
毒液 处 理 ( 图 2; A ~C) 或 经 其 非 自 然 寄 生 蜂 丽 晶 师 
集 金 小 蜂 毒 液 处 理 时 则 均 能 正常 延展 , 并 形成 伪 足 
(图 2:D), 而 经 0.002 ~ 0.02 VRE/uL. 的 蝶 肾 金 小 蜂 
毒液 处 理 后 则 明显 受到 抑制 (图 2: ED. 

就 毒液 对 寄主 浆 血 细胞 和 颗粒 血细胞 延展 率 影 
响 而 言 , 当 以 0.002 ~ 0.02 VRE/uL 的 蝶 晴 金 小 蜂 毒 
液 处 理 时 , 其 寄主 菜 粉 蝶 师 中 这 了 两 种 血细胞 的 延展 
率 不 论 在 处 理 后 4 h 还 是 24 h, 均 小 于 20 和 ,其 中 高 
毒 赛 当量 处 理 的 似 更 低 ,而 仅 加 TBS 缓冲 液 的 对 照 
中 两 者 延展 率 均 大 于 90% (图 3: A ~ D)。 统 计 表 
明 , 蝶 里 金 小 蜂 毒 液 对 其 寄主 浆 血 细胞 CF = 
2 660.208，P <10“) 和 颗粒 血细胞 CF = 1 243.715， 
P< 10 “) 延 展 均 有 显著 抑制 作用 ;毒液 剂量 对 浆 血 
细胞 CF = 7.099，P = 0.0010) 和 颗粒 血细胞 CF = 
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Fig. 1 Effects of venom from two species of pteromalid wasps on the spreading and viability of 


hemocytes of Pieris rapae pupae in vivo 
A, C: 次 血细胞 Plasmatocytes: B. D: 颗粒 血细胞 Granular cells. Pp-venom: 蝶 肾 金 小 蜂 毒 液 处 理 Treatment with P. puparum 
venom: Nv-venom: 琢 蝇 里 集 金 小 蜂 毒 液 处 理 Treatment with N. vitripennis venom: CK: TBS EIPRE E Treatment. with Tris 
buffer solution (TBS) instead of venom; * 表示 与 对 照 差 异 达 显 著 水 平 (P «0.05. Student s :- 8 2$). Showing significant difference 
from the control at P « 0.05 (Students t-test); Él 3. Él 5. 图 7 和 图 8 同 The same for Fig. 3.» 5,7 and 8. 


8.333. P = 0.00040 3E JE E T gp ; 但 处 理 时 间 对 
浆 血 细胞 CF 21.597. P = 0.2209 RU FAE i 48 BRL C F 
20.613. P 20.4428) 0] 3E E U Jc E s REL C S] 3: A 
~D)。 蝶 师 金 小 蜂 毒 液 浓 度 对 浆 血 细胞 ( 严 = 
8.940. P = 0.0001) 和 颗粒 血细胞 C 严 =9.3$8，P = 
0.0001) 延 展 抑制 率 也 有 显著 影响, 其 中 抑制 率 随 毒 
液 浓度 而 呈 线 性 增高 (图 4)。 毒 液 对 寄主 奖 血细胞 
和 膝 粒 血细胞 延展 抑制 率 的 机 率 值 (y) 与 其 浓度 
Cx) 的 线性 回归 方程 各 为 ; y = 7.7068 + 0.4567x Cr 
= 0.7306; F 232.0565. P «10 “2 和 y =7.152+ 
0.4155x Cr 20.7442. F 234.7633. P «10 4); 抑制 
90 狗 浆 血 细胞 和 颗粒 血细胞 延展 的 蝶 晴 金 小 蜂 毒 液 
浓度 分 别 为 0.00076 VRE/uLC0.0001 ~ 0.00272 和 
0.00804 VRE/uLC0.00028 ~ 0.03349)。 然 而 , = ANN 
曲 晴 集 金 小 蜂 毒 液 处 理 时 , 菜 粉 蝶 晴 浆 血 细胞 (下 = 
1.501; P = 0.2190 UE f 2 REC F = 0.179, P = 


0.968) 的 延展 率 均 未 受到 影响 ; 在 不 同 毒液 剂量 和 
不 同 处 理 时 间 的 各 组 合 中 , 这 两 种 血细胞 延展 率 与 
仅 加 TBS 缓冲 液 的 对 照相 比 均 无 显著 差异 (图 3:A 
~D), 可 见 , 丽 蝇 晴 集 金 小 蜂 毒 和 裕 对 其 非 自 然 寄 主 
的 血细胞 延展 无 任何 抑制 作用 。 

蝶 晴 金 小 蜂 毒 液 还 可 显著 影响 菜 粉 蝶 师 浆 血 细 
HECE = 23.784; P < 10 “7 和 颗粒 血细胞 ( 严 = 
18.267; P = 0.0001) 的 存活 。 毒 液 处 理 后 , 离 体 的 
浆 血 细胞 的 存活 率 随处 理 时 间 延 长 (FF= 31.523. P 
< 10“) 和 毒液 浓度 增加 (=7.439，P = 0.0008) 显 
著 降 低 , 而 处 理 时 间 CF=4.037，P = 0.0582) 和 毒液 
浓度 CF=2.591，P = 0.0679) 对 颗粒 血细胞 的 存活 
均 无 显著 影响 (图 5: A ~ D)。 但 以 丽 蝇 晴 集 金 小 蜂 
毒液 处 理 后 , 菜 粉 蝶 晴 浆 血 细胞 (下 =0.061，P = 
0.997) 和 颗粒 血细胞 ( 严 =0.065，P = 0.997) 的 存活 
率 与 仅 加 TBS 缓冲 液 的 对 照相 比 则 均 无 显著 差异 
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图 2 离 体 培养 菜 粉 蝶 晴 血细胞 的 形态 及 其 经 两 种 金 小 蜂 毒 液 处 理 后 的 变化 
Fig. 2 The micrographs of P. rapae pupae hemocytes in vitro and their changes after treatment 


with venom from two species of pteromalid wasps 
A: 正常 血细胞 Normal hemocytes; B: 延展 颗粒 血细胞 Spreading granular cells; C: 延展 浆 血 细胞 Spreading 
plasmatocytes; D: HH 98 f fft 4r /] €f f ib PP Hemocytes treated with N. vitripennis venom; E; 蝶 肾 金 小 蜂 毒 液 
处 理 Hemocytes treated with P. puparum venom; PL: 浆 血 细胞 Plasmatocytes; GR: 颗粒 血细胞 Granular cells. 


标尺 Scale bar = 10 pm. 


(图 5:A~D), 可 见 , 丽 蝇 师 集 金 小 蜂 毒 液 对 其 非 自 
然 寄 主 的 血细胞 存活 无 任何 负 作用 。 
2.2 毒液 对 寄主 血细胞 包 圳 作用 的 影响 

不 论 在 活体 还 是 离 体 条 件 下 , 菜 粉 蝶 晴 血细胞 
对 异物 Sephadex A-50 微 珠 均 能 产生 包 寺 反应 , GUAE 
的 程度 可 依据 Sephadex A-50 P EX X Di 0. i AS 1L H 
Ha yk LE E HE 4, 5 R, Hon ud 级 : 微 珠 表面 
仅 有 少数 血细胞 ( < 10 个 );2 级 : 微 珠 未 被 血细胞 完 
4c 6E 53. 级 : 微 珠 恰好 被 血细胞 完全 包 宫 ;4 级 : 血 
细胞 完全 包 守 微 珠 ,但 包 吉 层 厚度 小 于 微 珠 半 径 ;5 
级 :血细胞 完全 包 训 微 珠 , 且 包 计 层 厚度 大 于 微 珠 半 
径 ( 图 6:A - E). 

活体 测定 结果 表明 , 蝶 师 金 小 蜂 毒 液 可 显著 抑 
制 菜 粉 蝶 师 血 细胞 对 Sephadex A-50 f Ek H 6 W fF 
Ħ( F =1 922.006, P«10 *), ^44 0.5- 5 VRE 的 
蝶 晴 金 小 蜂 毒 液 微 注射 于 其 寄主 菜 粉 蝶 师 体内 时 , 
其 血细胞 对 Sephadex A-50 微 珠 的 包 赛 指数 显著 低 
于 仅 加 TBS 缓冲 液 的 对 照 (F = 1 239.088, P < 
10 一 )( 图 7)。 可 见 , 蝶 晴 金 小 蜂 毒 液 对 其 寄主 血 细 
胞 包 寺 反应 呈现 显著 抑制 作用 。 活 体 注射 结果 表 


HH ,注射 毒液 剂量 对 寄主 血细胞 包 寺 Sephadex A-50 
的 指数 具 显 著 影 响 ( 玉 =4.033，P =0.0148), 并 随 注 
射 剂量 提高 而 下 降 ; 而 注射 后 时 间 对 此 则 无 显著 影 
Wj(F-4.294, P = 0.0514); 注 射 剂 量 (F = 9.915, 
P =0.0001) 和 注射 后 时 间 (F = 20.330, P = 0.0002) 
对 包 赛 抑制 率 均 有 显著 影响 ,其 中 包 赛 抑制 率 随 注 
射 剂量 的 增高 而 升 高 (图 9:A)。 离 体 测定 结果 也 表 
Hj] , 蝶 肾 金 小 蜂 毒 液 能 显著 抑制 菜 粉 蝶 肾 血细胞 对 
Sephadex A-50 (V Ek [& ^ £1 3€ ( F = 1 922.006, P < 
10 *), DA 0.002 ~ 0.02 VRE/guL 的 毒液 处 理 其 离 体 
菜 粉 蝶 师 血细胞 时 ,血细胞 对 Sephadex A-50 微 珠 的 
包 训 指数 于 处 理 4 h 和 24 h 后 均 显 著 低 于 仅 加 TBS 
缓冲 液 的 对 照 ( 图 8); 毒 液 浓度 (F = 143.761, P = 
0.0001) Il 4b BE [8] ( F = 11.727, P = 0.0267) 能 显著 
影响 血细胞 对 Sephadex A-50 的 包 训 能力 ,其 中 血 细 
胞 对 Sephadex A-50 的 指数 随 毒液 浓度 的 提高 而 降低 
(图 8)。 毒 液 浓度 对 血细胞 包 赛 抑制 率 有 显著 影响 
(F213.807, P< 10 * ) (Fd 9: B) ,而 处 理 时 间 则 没有 
显著 影响 (=2.806，P = 0.1043)。 然 而 , 当 以 丽 蝇 
师 集 金 小 蜂 毒 液 处 理 时 ,不论 在 活体 (F =1.612, P = 
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图 3 两 种 金 小 蜂 毒 液 对 离 体 菜 粉 蝶 晴 血细胞 延展 的 影响 


Fig. 3 Effects of venom from two 


species of pteromalid wasps on the hemocyte spreading of 


rapae pupae in vitro 


F 
处 理 后 4h 和 ?24h 的 浆 血 细胞 Plasmatocytes at 4 h and 24 h after treatment: C> D: 处 理 后 4h 和 24h 的 颗粒 血 


细胞 Granular cells at 4 h and 24 h after treatment. 


Ås B: 


图 5 [F] The same for Fig. 5. 


(R?—0.4884, F—26.7312, P—0.00002) 
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Fig. 4 Correlation between the spreading-inhibited ratio of plasmatocytes ( A) and granular cells 


图 4 


rapae pupae in vitro and the concentration of P. puparum venom 


(B) from P. 


PRIEKI TBS 缓冲 液 的 对 照相 比 均 无 显著 差 
寞 (图 7, 图 8)。 可 见 ,该 寄生 蜂 毒 液 对 其 非 自 然 寄主 


0.41322 4&4 P SEE 


0.1873) 还 是 离 体 (= 1.039. P 


蝶 师 血细胞 对 Sephadex A-50 微 珠 的 包 夫 指数 均 未 受 


的 血细胞 包 井 反应 无 任何 作用 。 


啊 。 毒 液 处 理 4h 和 248 后 ,各 处 理 组 合 的 
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Fig. 5 Effects of venom from two species of pteromalid wasps on the hemocyte viability of P. rapae pupae in vitro 


3 讨论 


本 人 研究 结 末 表明 ,将 嵘 肾 金 小 蜂 毒 被 微 注册 于 
森 主 活体 或 用 以 处 理 离 体 培 詹 琳 主 血 细胞 , 均 能 显 
阁 影 响 寄 主 浆 血 细胞 和 苛 粒 血细胞 的 存活 ,抑制 
g0% EE 90% 以 上 的 寄主 浆 血 细胞 和 上 颗粒 血细胞 
的 延展 ,抑制 血细胞 包 赛 作用 。 绽 合 分 析 我 们 前 期 
IRTE, 5999, 2901» 2002) 和 本 人 研究 结 采 ,可 认为 
该 蜂 毒 液 在 搜 制 其 寄主 血细胞 免疫 中 起 看 主导 作 
Ho AGE Bg GU yix RE GEILPSE, $8 5 3 
Lacanobia oleracea M 7] A ^p ^E OPE JI d TER Pimpla 
hypochondriaca > BR Sarcophaga bullata 的 师 期 外 寄 
生 蜂 坝 蜗 师 集 金 小 峰 的 毒液 功能 相似 。 其 中 , 瘤 妈 
峰 的 毒液 不 仅 能 抑制 寄主 师 血 细胞 包 囊 作 用 (\， 。 
et al.» 19993 Parkinson et al.» 2002) ,而 且 也 能 抑制 
村主 g KEZE Éi 2 AE E E TE H A Wi PE y E 
EIE 26s Z E PK AME STER) EE 
(Richards and Parkinson» 2000) ,但 在 其 生殖 道中 不 存 
(EA DNA 病毒 (Richards and Parkinson» 2000) ; 丽 








hg RENERE REZ EPA 8 E — EEXROGETIT 1 2. H1 
2T EAH ADS MEL A eR FI] fa Jie , oe S BOX PARE HL ARIS PG 
亡 , 以 突破 寄主 的 血细胞 免疫 (Ri et al., 2007)。 
但 是 ,在 其 他 有 关 寄 生 蜂 人 研究 中 , 毒 说 生理 功能 并 不 
象 上 述 3 种 里 期 寄生 蜂 一 样 ,特别 是 在 那些 具 多 分 
DNA 病毒 的 类 和 群 中 它们 在 影 响 寄主 细 胞 免疫 中 的 
作用 征 相 当 有 限 的 (Beckage，1998)。 例 如 ,在 具有 
多 分 DNA JARENE ERRER ,该 病毒 在 抑制 寄主 幼 
虫 细胞 免疫 中 起 关键 作用 ,而 毒液 仅 起 增 效 作用 
(Kitano» 1986; Guzo and Stoltz，1987; Tanaka» 1987a» 
1987b» Wago and Tanaka: 1989) ,其 增 效 的 机 理 可 能 
征 促 进 ppy 病毒 侵入 寄主 细胞 (Stoltz er al.，1988; 
Strand and Dover» 1991» Strand and Noda» 1991» Strand 
et al.» 1992) «. X, Webb 和 punan C 1996) TIESE , F1 
多 分 pNA JN TE H] 2x 5 qr Sx d ds d Campoletis 
sonorensis PI 8E W Œ M t) Ap E I F AIR Heliothis 
,woscons 幼虫 血细胞 免疫 中 没有 作用 ,摘除 毒 吉 的 内 
蜂 所 产 卵 仍 能 在 寄主 体内 正常 发 育 。 再 如 , 婕 小 蜂 
Eulophus pennicornis INF EDRR 5 龄 幼虫 ,能 抑 
HR A EMAER] nr 0] VU 3 GE WS f E FH y A Ze HR 
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Encapsulation index 





图 6 ^j ed x Sephadex A-50 微 珠 - 菜 粉 蝶 血 细胞 复合 体 的 显 微 形 态 
Fig. 6 The micrographs of the complex of Sephadex A-50 beads and P. rapae hemocytes 
with different encapsulated grades 
A ~ E APER 1,2,3,4 和 5 H j| Showing the complex of beads and hemocytes 
with the encapsulated grade of 1, 2, 3, 4 and 5, respectively. 标尺 Scale bar = 10 pm. 
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A 3E it Venom reservior equivalent (VRE) 


图 7 两 种 金 小 蜂 毒 液 对 活体 菜 粉 蝶 肾 血细胞 包 计 作用 的 影响 


Fig. 7 Effects of venom from two species of pteromalid wasps on the encapsulation capacity 


of P. rapae pupae hemocytes in vivo 


A, B: 注射 后 4h 和 24h 血细胞 对 Sephadex A-50 i Ek h) E W fF H The encapsulation of Sephadex A-50 beads by hemocytes 
in vivo at 4 h and 24 h after venom injection; 图 8 同 The same for Fig. 8. 
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图 8 两 种 金 小 蜂 毒 液 对 离 体 菜 粉 蝶 肾 血细胞 包 计 作用 的 影响 


Fig. 8 Effects of venom from two species of pteromalid wasps on the encapsulation capacity 


of P. rapae pupae hemocytes in vitro 
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图 9 活体 (A) 和 离 体 (B) 菜 粉 蝶 肾 血细胞 对 Sephadex A-50 微粒 包 寺 的 抑制 率 
Ej ERI ar ^| NIRE EEG USE BJ OR, RR 
Fig. 9 Correlation between the ratio of hemocytes of P. rapae pupae being inhibited to encapsulate 
Sephadex A-50 beads in vivo CA) and in vitro CB) and the dose of P. puparum venom 


细胞 和 颗粒 血细胞 延展 , 导致 这 两 种 血细胞 死亡 率 
上 升 ,但 仅 注 射 其 毒液 时 却 不 能 引起 相同 的 生理 效 
应 , 即 毒 液 在 影响 寄主 血细胞 免疫 中 并 未 发 挥 作用 
(Richards and Edwards. 1999，20007。 绽 上 所 述 ,寄生 
蜂 毒 液 的 生理 功能 因 宥 生 蜂 类 和 群 及 其 寄生 的 寄主 虫 
态 而 异 , 这 可 能 是 寄生 蜂 与 寄主 间 协 同 进化 的 结果 。 
因此 ,我 们 在 研究 寄生 蜂 突 破 寄主 免疫 机 理 时 应 因 
所 研究 的 寄生 蜂 -寄主 体系 而 全 面 评价 有 关 寄 生 蜂 
抑制 寄主 免疫 有 关 因 子 的 单独 作用 及 各 因子 的 相互 
关系 ,进而 再 综合 分 析 .评判 其 中 的 关键 因子 。 

蝶 师 金 小 蜂 毒 液 能 显著 抑制 其 和 目 然 寄主 菜 粉 虹 
晴 的 血细胞 免疫 , 但 与 蝶 师 金 小 蜂 同 隶属 金 小 蜂 科 
的 丽 蝇 师 集 金 小 蜂 的 毒液 昌 能 明显 抑制 其 和 目 然 寄 主 
PREE RL M HE e JE C Rivers et al.，2002), 却 对 其 非 


E AA T EE ERR I. 280 B RE N AEE. ix 
具 外 寄生 性 的 唉 小 蜂 Melittobia digitata 毒液 对 其 非 
自然 寄主 朵 蝇 离 体 浆 血 细胞 和 颗粒 血细胞 存活 、 粘 
者 、 延 展 以 及 形态 无 任何 作用 (Rivers et al.» 2002) 
的 结果 相似 。 可 见 , 寄生 蜂 毒 液 抑制 寄主 免疫 具有 
寄主 的 种 特异 性 , 这 也 可 能 就 是 某 种 特定 寄生 蜂 均 
具有 其 特定 寄主 范围 的 原因 所 在 。 

BERERA TEREE ARER, 可 能 与 
其 浆 血 细胞 和 膝 粒 血细胞 表面 或 释放 的 某 些 因子 有 
X. Franchini Æ C 1996 W A R HH. Æ Bc np BW B 
Calliphora vomitoria PE E35 £r TE HRE ERA B] 
I. 38 AEA RORE i ER E A -A E PU TE 
E 27) 4 i A E E S F 1 C ehemo-attractant >) 
促 肯 上 腺 激素 CACTH2 和 oa- 肿瘤 坏死 分 子 Ca-TNF) 类 
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似 的 免疫 反应 性 物质 (Hughes et al.» 1990: Genedani 
et al.» 1994; Ottaviani et al.» 1995 )。 Rivers 等 
(20022 FEME PREE rfr. A B8. F eA 2D fi D. 故 丽 量 
肾 集 金 小 蜂 毒 液 要 抑制 其 寄主 血细胞 免疫 , 首先 须 
特异 性 地 作用 于 在 识别 异物 、 血 细胞 聚集 过 程 中 起 
关键 作用 的 浆 血 细胞 , 抑制 浆 血 细胞 化 学 诱导 物 的 
激活 。 而 蝶 师 金 小 蜂 毒 液 作 用 于 其 寄主 浆 血 细胞 和 
颗粒 血细胞 是 否 有 类 似 情 况 尚 不 明确 , 有待 深 入 研 
究 。 此 外 ,我 们 仅 探 讨 了 蝶 师 金 小 蜂 毒 被 粗 提 液 的 
生理 功能 , 但 究竟 是 毒液 中 何 种 组 分 还 是 几 种 组 分 
共同 作用 的 结果 尚 不 明了 ,有 待 在 纯化 毒液 各 组 分 
的 基础 上 做 进一步 的 研究 。 
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